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吡虫啉 对 意大利 蜜蜂 脑 乙 酰 胆 碱 受 体 分 布 的 影响 
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摘要 : 蜜蜂 是 自然 界 主 要 的 授粉 昆虫 ; 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 (neonicotinoid insecticide) 通过 结合 害虫 体内 乙酰 胆 碱 受 体 
(nAChR) 使 害虫 致死 ,是 目前 广泛 用 于 田间 害虫 防 控 的 杀 虫 剂 。 本 研究 以 意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica 和 新 
烟 碱 类 杀 虫 剂 的 代表 品种 吡虫啉 为 材料 ,应 用 免疫 组 织 化 学 的 方法 ,研究 了 正常 成 年 蜜蜂 脑 内 蔬 菇 体 及 视 叶 
nAChR-o7 的 表达 和 分 布 ; 分 析 了 亚 致 死 剂 量 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 吡 虫 啉 对 nAChR-a7 表达 和 分 布 的 影响 。 结 果 表 明 ， 
nAChR-o7 在 正常 蜜蜂 脑 蘑 茹 体 和 视 叶 中 均 可 检测 到 , 在 蘑菇 体 中 分 布 相对 较 少 , 但 在 视 叶 分 布 丰富 。 吡 虫 啉 对 
nAChR-o7 在 视 叶 的 表达 和 分 布 有 显著 抑制 作用 , IEOGE ES PS nAChR-a7 的 表达 没有 显著 影响 。 结 果 提 示 , 新 烟 
碱 类 杀 虫 剂 吡虫啉 除了 文献 报道 的 抑制 nAChR 的 表达 外 , 还 能 抑制 nAChR-a7 的 表达 量 , 这 是 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 作 
用 机 制 的 新 发 现 。 
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Effects of imidacloprid on the distribution of nicotine acetylcholine 
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Abstract: Honeybees are the main pollinators in the nature. Currently neonicotinoid insecticides are 
widely used in the control of field pests in China due to its ability of binding to nicotinic acetylcholine 
receptors (nAChR ) and inducing pest death. Imidacloprid, a type of neonicotinoid insecticides, was 
used in this study to observe the distribution of nAChR-o7 in mushroom body and optic lobes in the brain 
of adult honeybee ( Apis mellifera ligustica) with the immunohistochemical staining method. The results 
showed that nAChR-o7 was detected in the mushroom bodies and optic lobes of normal adult honeybees, 
with a stronger labeling in optic lobes. The feeding of sublethal doses of imidacloprid induced down- 
regulation of nAChR-o7 in the optic lobes but not in the mushroom bodies. The results indicate that in 
addition to the well-known inhibition of nAChR, the neonicotinoid insecticide imidacloprid can also 
suppress the expression of nAChR-o7. This finding might present a novel toxic mechanism of 
neonicotinoid insecticides in killing pests. 
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新 烟 碱 类 杀 虫 剂 ( neonicotinoid insecticides ) 是 
全 新 结构 的 超 高 效 杀 虫 剂 , 它 的 成 功 开发 是 继 拟 除 
虫 殴 酯 以 来 杀 虫 剂 合成 史上 的 又 一 重大 罕 破 
(EFSA, 2013)。 目 前 已 成 为 继 有 机 克 、 氨 基 甲 酸 
酯 和 拟 除虫菊 酯 之 后 销售 量 增加 最 快 的 第 4 KRR 
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剂 ( 谭 成 侠 等 , 2004; 杨 吉 春 等 , 2007 ) ,这 类 农药 
对 浓 椎 动物 的 作用 较 弱 ,是 取代 那些 对 哺乳 动物 高 
毒 、 有 残留 和 环境 问题 的 有 机 友 、 氨 基 甲 酸 酯 类 、 
拟 除虫菊 酯 类 、 有 机 握 类 杀 忠 剂 的 最 佳品 种 之 一 。 
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棉花 、 蔬 沫 等 作物 的 害虫 防治 ( Horowitz et al., 
1998) 。 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 已 有 十 几 个 产品 商品 化 或 
即将 商品 化 , 其 中 吡虫啉 连续 几 年 成 为 全 球 销售 额 
最 大 的 杀 虫 剂 ,年 销售 额 超过 10 亿美 元 。 我 国产 
业 规 模 较 大 的 有 吡虫啉 、 喧 虫 胀 、 和 烯 吓 虫 胺 等 。 

乙酰 胆 碱 是 昆虫 脑 内 重要 的 兴奋 性 神经 递 质 。 
乙酰 胆 碱 与 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 (nicotinic 
acetylcholine receptors, nAChR) a 型 亚 基 上 特异 位 
点 结合 后 ，nAChR 的 构象 发 生 改 变 , 离子 通道 打 
开 。 细 胞 膜 内 外 Na”、K -的 离子 浓度 梯度 导致 
Na Fay. K 外流, 细胞膜 去 极 化 , 从 而 形成 动作 
电位 。 研 究 表 明 ,， 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 作为 nAChR 的 
激动 剂 (Nishimura et al., 1994; Zwart et al., 1994; 
Nagata et al., 1998) , 对 昆虫 的 nAChR 有 高 亲 合 力 ， 
能 够 与 昆虫 神经 系统 的 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 选择 性 
地 结合 , 但 不 被 乙酰 胆 碱 酯 酶 分 解 ,导致 昆虫 的 神 
经 系统 受过 度 刺 激 , 最 终 致 昆虫 死亡 。 昆 虫 的 乙酰 
胆 碱 受 体 与 哺乳 动物 的 乙酰 胆 碱 受 体 的 结构 具有 差 
异 , 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 对 昆虫 神经 系统 的 烟 碱 型 乙酰 
胆 碱 受 体 不 仅 显 示 了 高 选择 性 亲和力 ,而且 还 具有 
特殊 的 物理 化 学 特性 , 例如 非 电 离 性 和 中 等 的 水 溶 
性 等 。 这 种 差异 导致 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 对 哺乳 动物 低 
毒 但 对 许多 类 的 昆虫 表现 出 高 毒 作 用 (Millar and 
Denholm, 2007). HE nAChR 由 5 个 亚 基 构 成 , 其 
中 包含 1 个 o7 亚 基 , 根据 文献 报道 (Kreissl and 
Bicker, 1989), a7 免疫 组 织 化 学 染色 阳性 区 域 与 
nAChR 在 蜜蜂 脑 内 的 分 布 基本 一 致 ， 本 研究 用 a7 
抗体 进行 免疫 组 织 化 学 染色 , 代表 nAChR 的 分 布 。 

蜜蜂 是 自然 界 主要 的 授粉 昆虫 ,蜜蜂 脑 内 包括 
藤 菇 体 和 触角 叶 等 部 位 有 丰富 的 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 
体 的 表达 ,如 有 果 烟 碱 类 杀 虫 剂 应 用 不 合理 , 将 影响 
蜜蜂 的 生存 , 进一步 影响 生态 平衡 。 美 国 农业 部 的 
一 项 研究 显示 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 可 能 正在 杀 死 全 球 密 
蜂 。 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 作 为 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 的 作 
用 靶 点 , 本 实验 研究 了 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 的 表达 
和 分 布 特征 , 对 于 从 细胞 水 平 猎 究 亚 致死 剂量 烟 碱 
类 杀 虫 剂 对 蜜蜂 神经 系统 的 毒性 作用 ,进一步 阐明 
烟 碱 类 杀 上 忠 剂 对 蜜蜂 的 毒性 机 理 ,从 而 改进 害 忠 防 
治 策略 , 合理 使 用 杀 虫 剂 具 有 重要 意义 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
1.1.1 供 试 昆虫 : 出 房 24 h 之 内 的 成 年 意大利 蜜 


H Apis mellifera ligustica 工蜂 , 取 自 中 国 农 业 科 学 院 
蜜蜂 研究 所 蜜蜂 保护 和 生物 安全 研究 室 实验 蜂 场 。 
1.1.2 供 试 药剂 : 0.6% 溴 氰 菊 酯 乳油 制剂 (江苏 
省 宜兴 市 宜 州 化 学 制品 有 限 公 司 ) 和 70% 吡虫啉 水 
分 散 粒 剂 (美国 百 思 特 作物 科学 国际 有 限 公 司 ) 。 
1.1.3 主要 仪器 : Leica 冷冻 切片 机 CM 1900; 
Olympus 专业 图 像 分 析 软 件 Image-Pro Plus 6. 0, 
Nikon E600 实 光 显微镜 及 Nikon DXM1200 数字 照 
相机 (日 本 Nikon 公司 ) 。 赛 多 利 斯 TE64 分 析 天 平 
(上 海 标 仪 仪 项 有限 公 司 ) 
1.1.4 主要 试剂 : RHK nAChR-a7 Z yz ei 
体 ( 北 京 博 森 生 物 技 术 有 限 公 司 ) ; 辣 根 过 氧化 物 酶 
山羊 抗 免 TgG 抗体 (北京 博 条 生物 技术 有 限 公 司 ) ; 
PEKER EAN R -FMA Cy3 (用 云天 生物 技术 
研究 所 ) ; HRP 标记 鼠 抗 GAPDH Ff vg KEHTAA CI 
生物 技术 公司 ) 。 
1.2 蜜蜂 吡虫啉 处 理 

HX 20. 6326 g 70% nE R Mk zK ^P BUB] 1L 
5096 的 其 糖 溶液 充分 混合 , 然后 取 1 mL 该 混合 洲 
液 加 入 999 mL 5096 的 芒 粮 溶液 中 , 取 29. 535 mL 
0. 696 涡 握 菊 酯 乳油 制剂 与 1 L 5096 B REPRE HC TG 
分 混合 , 分 别 配 制 成 吡虫啉 其 糖 溶液 (14. 4428 
mg/L) 和 涡 氰 菊 醉 其 糖 溶液 (177. 2098 mg/L) XÆ 
MEET, 对 照 组 饲 喂 50% 蕊 糖 溶液 。 饲 喂 时 间 
分 别 为 1 d 和 7 d; 置 于 35 +1%C ,相对 湿度 65% ~ 
70% 之 间 的 恒温 培养 箱 内 饲养 。 
1.3 免疫 组 化 方法 

将 蜜蜂 置 于 冰 上 冻 尝 , 然后 固定 在 1xPBS 中 ， 
在 体 视 显微镜 下 ， 用 游丝 久子 迅速 撕 去 蜜蜂 头 部 几 
TEIE, 然后 剥离 复眼 及 脑 外 层 膜 质 , min 内 
取出 密 蜂 脑 。 解 剖 出 完整 的 脑 和 视 叶 , TE 4^C 4% 
Ze AER EC EE 24 h, 然后 转 和 人 4% 含 30% R 
糖 的 磷酸 缓冲 液 中 脱水 处 理 , 用 OCT 将 处 理 好 的 
蜜蜂 脑 包 埋 , 放 和 人 -20% 冷冻 切片 机 ，15 min 后 进 
行 切 片 , HKEEREN 10 um, 0.01 mol/L FRE 
冲 液 (pH 6.0) rp, 95 忌 水浴 加 热 20 min 左右 , 进行 
抗原 修复 ; 0.01 mol/L PBS(pH 7.4) Ey 5 min x3 
Ko RHK nAChR-o7 抗体 按 1: 200 ( v/v) Ti FE 
后 加 入 , TEE Fre RS ACDUERSTRHC F, 室温 孵育 18 
h; 0.01 mol/L PBS( pH 7. 4) Ey 5 min x 3 IX, X 
光标 记 的 羊 抗 侈 Cy3 抗体 按 1: 200 ( v/v) Ti EG JN 
A, 使 切片 完全 浸入 此 二 抗 溶 液 中 ,室温 孵育 2h; 
0.01 mol/L PBS( pH 7.4) 漂 洗 5 min x3 次 。 将 切 
Fri A Hoechst 染 液 中 染色 10 min; 在 0.01 mol/L 
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PBS( pH 7.4) 1815 5 min x3 次 。 
1.4 9C A PS 2 

切片 采集 2 PERZ, 将 图 像 输入 Image-Pro 
Plus 6.0 软件 , 对 nAChR-o7 的 免疫 组 化 图 片 进行 
光 密 度 (optical density，0D) 测 定 ; 将 所 得 光 密 度数 
据 用 SAS 8.0 软件 进行 分 析 。 不 同样 本 的 组 织 中 光 
密度 用 单 因 变量 多 因素 方差 分 析 (univariate) 、 多 重 
比较 LSD 检验 进行 两 两 比较 , 分 析 结 果 用 平均 值 + 
标准 误 (mean + SE) 表 示 。 


2 fA 


2.1 蜜蜂 脑 结构 

蜜蜂 脑 由 前 脑 (protocerebrrum)、 中 脑 
( deutocerebrum ) 和 后 脑 ( tritocerebrum ) 3 部 分 组 成 
(图 1: A)。 其 中 前 脑 最 大 , 包括 左右 两 侧 突 出 对 
称 分布 的 视 叶 (optic lobe)、 中 部 的 一 对 蘑菇 体 
( mushroom body, X f&^3€JE Bk" ) 以 及 蘑菇 体 中 间 
的 一 个 中 心 体 (central body，CB ) 。 视 叶 由 视 小 时 
(lobula, lo)、 视 髓 层 (medulla, me) 和 视 叶 神经 节 
层 (lamina ganglionaris ,1a) 构 成, 视 小 叶 和 视 髓 层 
之 间 有 内 神经 交叉 (internal chiasma) 相 联 系 , WBE 
层 和 视神经 节 层 之 间 有 外 神经 交叉 (external 
chiasma) 相 联 系 , 视 叶 直接 与 复眼 相连 ,由 复眼 发 
出 的 视神经 纤维 投射 进入 视 叶 神经 节 层 。 

蘑菇 体 是 最 重要 的 联络 中 心 , 与 大 多 数 昆虫 一 
TE, 蜜蜂 每 个 蘑菇 体 包括 2 个 杯 状 的 草 体 冠 ( calyx， 
C)、 较 狭长 的 草 体 柄 (pedunculus，P) 和 分 又 的 曹 





图 1 意大利 密 峰 工蜂 脑 形态 显 微 结构 


体 根 (root) (图 1: B) 。 草 体 冠 可 分 为 中 间 的 2 个 中 
WAA ih ( middle calyx, mC) 和 两 侧 的 侧 草 体 冠 
(lateral calyx, 1C) ， 中 曹 体 冠 在 脑 中 的 位 置 较为 徘 
前 , 而 2 个 侧 曹 体 冠 则 较为 靠 后 。 其 区 体内 分 布 着 
密集 排列 的 内 源 神 经 细胞 ， 即 肯 扬 细胞 ( Kenyon 
cell, kc) , 这 些 细胞 占据 了 其 区 体 的 大 部 分 人 茵 区 。 
按照 细胞 的 大 小 、 形 状 以 及 位 置 的 不 同 , 可 将 肯 扬 
细胞 分 为 内 部 致密 细胞 (inner compact cell, icc) 、 
非 致 密 细 胞 (noncompact cell, nec) 和 外 部 致密 细胞 
(outer compact cell, occ) 等 3 类 细胞 。 其 中 , 内 部 
致密 细胞 位 于 荤 体 冠 的 中 下 部 , 圆锥 形 , 细胞 体 较 
小 ; 非 致 密 细胞 位 于 曹 体 冠 内 部 , 环绕 在 致密 细胞 
周围 , 细胞 体 较 大 ; 外 部 致密 细胞 分 布 在 曹 体 冠 外 
M, 细胞 体 较 小 。 曹 体 冠 内 肯 扬 细胞 的 树 突 接受 多 
种 形式 的 感觉 信息 , 然后 通过 轴 突 进入 萤 体 柄 , R 
端 神经 纤维 在 草 体 柄 的 腹 侧 分 又 , 一文 同上 延伸 为 
o 叶 (alpha lobe, a), 男 一 文 延 伸 到 中 部 , 形成 B 
叶 (beta lobe, B), 二 者 接近 垂直 。 草 体 冠 上 聚集 了 
很 多 神经 细胞 球体 , 草 体 柄 及 草 体 根 都 是 联络 神经 
元 的 轴 突 和 侧 校 。 

中 心 体 位 于 前 脑 中 部 两 草 体 柄 基部 之 间 ， 呈 多 
圆 形 (图 1: A)。 侧 前 脑 (lateral protocerebrum, LP) 
位 于 前 脑 的 腹 侧 面 , 荤 体 根 的 下 方 (图 1)。 视 叶 是 
视觉 中 心 , 蘑菇 体 是 最 重要 的 联络 中 心 , 与 复杂 的 
学 习 和 记忆 行为 密切 相关 。 一 般 来 说 , TERE 
体 比 雄 蜂 发 达 ,， 而 视 叶 没有 雄 蜂 发 达 。 前 脑 是 一 切 
活动 及 生长 发 育 的 控制 协调 中 枢 。 





Fig. 1 Microstructure of brain of workers of Apis mellifera ligustica 
A: 脑 Brain; B: 蘑菇 体 和 视 时 Mushroom body and optic lobe. mC; r3 [5$ Middle calyx; 1C; MKi Lateral calyx; P: 昔 体 柄 Pedunculus; 
nce; 非 致 密 细 胞 Noncompact cell; ice; 内 部 致密 细胞 Inner compact cell; occ: 外 部 致密 细胞 Outer compact cell; LP: 侧 前 脑 Lateral 
protocerebrum; o; a 叶 Alpha lobe; B: B 叶 Beta lobe; la; 视神经 节 层 Lamina ganglionaris; me; 视 髓 层 Medulla; lo; 视 小 叶 Lobula; al; 触角 叶 


Antennal lobes. 标尺 Scale bars 2 100 jum. 


11 期 周 婷 等: 吡虫啉 对 意大利 蜜蜂 脑 乙酰 胆 碱 受 体 分 布 的 影响 1261 


中 脑 位 于 前 脑 之 下 , 具有 2 个 膨大 的 触角 叶 
(antennal lobes ,al) ,是 触角 的 神经 中 枢 。 触 角 叶 
FRR HF (olfactory lobe) ,是 触角 神经 ( antennal 
nerve) 细胞 所 在 地 (图 1) 。 后 脑 位 于 中 脑 之 后 , 是 
脑 的 第 3 部 分 , 很 不 发 达 , 分 为 左右 两 叶 , 后 脑 发 
出 的 神经 源 自 第 2 触角 体 节 的 神经 节 , 发 出 运动 神 
AnA ERAH, 文 配 口 道 -前 肠 神 经 系统 的 活动 。 
2.2 吡虫啉、 溴 氰 菊 酯 对 蜜蜂 脑 内 nAChR-o7 R 
达 和 分 布 的 影响 

诡 光 免疫 组 化 染色 结果 显示 ,nAChR-a7 在 正 
d CHEER PA E RE s A C E] 2) 和 视 叶 (图 5) 有 表达 ， 
但 nAChR-o7 在 散 菇 体 的 表达 没有 视 叶 显著 。 在 蘑 
站 体 ，nAChR-a7 主要 分 布 在 草 体 冠 和 中 心 体 ， 而 
在 草 体 柄 和 草 体 根 未 见 分 布 。 

饲 喂 亚 致死 剂量 涡 氟 和 菊 栈 和 吡虫啉 1 d 和 7 d, 


蜜蜂 脑 蘑菇 体 的 nAChR-o7 的 表达 未 见 明 显 改 变 ， 
图 3 和 图 4 分别 显示 了 人 饲 喂 亚 致死 剂量 澳 氰 菊 醋 和 
吡虫啉 7 d 蘑菇 体 nAChR-o7 的 表达 。 通 过 计算 并 
分 析 蘑 菇 体 nAChR-a7 染色 图 像 的 平均 光 密 度 , 发 
现 饲 喂 亚 致 死 剂量 涡 氰 菊 醋 和 吡虫啉 1d 和 7 d 与 
正常 对 照 组 之 间 均 无 显著 差异 (已 >0.05)( 表 1)。 

在 视 叶 , 饲 喂 亚 致 死 剂 量 溴 氰 菊 酯 1d 以 及 74d 
对 nAChR-o7 的 表达 也 没有 显著 作用 , 图 6 显示 了 
人 饲 喂 亚 致死 剂量 涡 氰 稍 酯 7 d 蜜蜂 脑 视 叶 nAChR- 
o7 的 表达 , 通过 计算 并 分 析 平 均 光 密度 发 现 , RA 
菊 酯 处 理 组 1 d 和 7 d 与 正常 对 照 组 之 间 的 表达 量 
没有 显著 差异 (P>0.05)。 而 饲 喂 亚 致死 剂量 吡 忠 
啉 1d 和 7 d 后 , 蜜蜂 脑 视 叶 nAChR-a7 的 表达 显 
著 降 低 (P<0.05)( 表 1), 图 7 显示 了 吡虫啉 处 理 
后 7 d 蜜蜂 脑 视 叶 nAChR-a7 的 表达 。 





图 2 对照 组 意大利 蜜蜂 工蜂 的 蘑菇 体 
Fig. 2 Mushroom body of workers of Apis mellifera ligustica in blank control group 
A: 脑 Brain; B: A 图 中 方 框 标记 部 分 的 放大 图 像 Magnified view of the boxed area in figure A; C, D, E: B 图 中 方 框 标记 部 分 的 放大 图 像 
Magnified views of the boxed area in figure B (C; nAChR-o7 的 荧光 染色 图 像 Fluorescence stained image of nAChR-a7 expression; D; DAPI KEX 
光 核 染 图 像 Chromosomal DNA counterstained with DAPI; E; C 和 DD 4&JIIl D Overlapping images of C and D). 图 3 和 4 同 The same for Figs. 3 
and 4. 
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图 3 
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图 4 经 亚 致 死 剂 量 吡虫啉 处 理 7 d 的 意大利 蜜蜂 工蜂 的 蘑菇 体 
Fig. 4 Mushroom body of workers of Apis mellifera ligustica treated by sublethal dose of imidacloprid for 7 d 
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图 5 对 照 组 意大利 蜜蜂 工蜂 的 视 叶 
Fig. 5 Optic lobe of workers of Apis mellifera ligustica 1n the control group 
A: 脑 Brain; B,C,D:A 图 中 方 框 标记 部 分 的 放大 图 像 Magnified views of the boxed area in figure A (B: nAChR-a7 的 荧光 染色 图 像 Fluorescence 
stained image of nAChR-a7 expression; C; DAPI WEK JGZ% R] Chromosomal DNA counterstained with DAPI; D: B 和 CC 的 堆 加 图 像 Overlapping 
images of B and C). 图 6 和 7 同 The same for Figs. 6 and 7. 


; "ow 


图 6 经 亚 致 死 剂量 省 氰 菊 酯 处 理 7 d 的 意大利 蜜蜂 工蜂 视 叶 
Fig. 6 Optic lobe of workers of Apis mellifera ligustica treated by sublethal dose of deltamethrin for 7 d 
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图 7 经 亚 致死 剂量 吡虫啉 处 理 7 d 的 意大利 蜜蜂 工蜂 视 叶 
Fig. 7 Optic lobe of workers of Apis mellifera ligustica treated by sublethal dose of imidacloprid for 7 d 


表 1 不 同 处 理 意大利 蜜蜂 工蜂 脑 阳 性 表达 组 织 的 平均 光 密 度 
Table 1 The mean optical density of brain tissues of 
workers of Apis mellifera ligustica with different treatments 


D: dns 视 叶 
Optic lobe 


处 理 。 处 理 时 间 (d) 


Treatment Treatment time 


空白 对 照 组 1 


Mushroom body 


0.0317 x0.0021 a 0.0377 x0.0071 a 


Blank control 7 0.0312 x0.0010 a 0.0366 x0.0071 a 
1 BUSH 1 0.0315 x0.0011 a 0.0382 +0. 0041 a 
Deltamethrin 7 0.0304 x0.0011 a 0.0397 x0.0020 a 
ripe E np 1 0.0337 x 0.0028 a 0.0260 +0. 0019 b 
Imidacloprid 7 0.0333 x 0.0021 a 0.0249 +0. 0026 b 





同 列 数据 标 有 不 同 字母 的 差异 显著 ( 单 因 变量 多 因素 方差 分 析 , P 
<0. 0 ) Data with different letters in the same column are significantly 


different at the 0. 05 level ( univariate test) . 
* * 
3 讨论 


按照 我 国 农药 对 蜜蜂 的 毒性 等 级 划分 标准 ， 农 
药 对 蜜蜂 的 毒性 可 分 为 高 毒 (0. 001 ~ 1. 99 pg/ 
峰 )、 中 毒 (2.0 ~10.99 pg/ 蜂 ) 和 低 毒 ( > 11.0 pg/ 
ME), 研究 发 现 省 氰 菊 酯 对 蜜蜂 的 毒性 为 中 毒 ( 代 平 
礼 等 , 2007), 吡虫啉 对 蜜蜂 的 毒性 为 高 毒 ( 吴 凌 云 


等 , 2005; 蔡 涛 等 , 2012) 。 而 亚 致 死 剂量 作为 一 个 
剂量 范围 并 没有 一 个 确切 的 数值 , 不 同 的 研究 目的 
和 不 同 的 研究 方法 就 有 不 相同 的 亚 致死 剂量 (Lei 
and Liu; 1996; Pedersen et al., 1997; Delpuech et 
al., 1999) , 本 实验 所 用 亚 致 死 剂量 均 为 试验 所 得 
的 剂量 浓度 的 LC;( 代 平 礼 等 , 2007). 

RRR T MRR REKKEN, 主要 作用 
于 昆虫 的 电压 门 控 钠 离子 通道 。 神 经 生理 学 研究 表 
Bj, 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 的 作用 机 制 是 干扰 电压 门 
控 钠 离子 通道 闸门 的 开 财 ,使 得 钠 通道 延 久 关闭 ， 
从 而 引起 持续 性 后 放 和 突 触 传递 的 阻 断 (Salgado et 
al., 1983; Soderlund and Bloomquist, 1989) ， 导 致 昆 
忠 的 神经 和 行为 发 生计 乱 而 运动 失调 ( 周 婷 等 ， 
2003; 周 婷 等 , 2008; Zhou et al., 2011) 。 吡 虫 啉 属 
于 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 ,其 作用 机 理 是 通过 结合 昆虫 的 
乙酰 胆 碱 受 体 的 a 亚 基 而 阻 断 神经 递 质 乙酰 胆 碱 
与 乙酰 胆 碱 受 体 结合 ,从 而 使 昆虫 产生 麻 兽 等 症 
状 。 由 于 2 种 农药 的 作用 机 理 不 同 , ARRA 
在 本 实验 中 作为 阴性 对 照 。 本 文 的 结果 也 表明 , 18 
氰 菊 酯 对 蘑菇 体 和 视 时 nAChR-a7 表达 的 影响 均 没 
有 观察 到 统计 学 的 差异 , 因此 , TRUSTEES SC Ur 
作为 阴性 对 照 是 合适 的 。 
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EE nAChR 亚 基 分 为 a 型 亚 基 和 B 型 亚 基 两 
种 类 型 , 其 中 a 型 亚 基 为 功能 亚 基 , 能 够 结合 神经 
递 质 乙酰 胆 碱 , p 型 亚 基 则 为 结构 亚 基 , 负责 形成 
具有 一 定 功 能 的 受 体 结构 。 至 今 , 意大利 蜜蜂 的 脑 
中 已 经 明确 的 nAChR a 亚 基 有 4 个， 即 Apiso2, 
Apisa3, ，Apisa7-1 和 Apisa7-2( Thany et al., 2005) 。 
Dacher 等 (2005 ) 发 现 , 昆虫 nAChR 有 两 种 ,其 中 
含 o7 亚 基 的 nAChR 对 阻 断 剂 a-Btx 敏感 ,不合 a7 
亚 基 的 nAChR 对 阻 断 剂 -Btx 不 敏感 , 但 能 够 被 美 
加 明 所 抑制 (Dacher et al., 2005) ,本文 讨论 的 是 对 
a-Btx 敏感 的 也 就 是 含有 o7 亚 基 的 nAChR。 在 哺 
乳 动物 中 也 存在 两 种 类 似 的 nAChR MEAE, BI a-Btx 
敏感 的 a7 和 a-Btx JEW HJ a4B2 ( Hogg et al., 
2003 ) 。 

蜜蜂 nAChR 由 5 个 亚 基 构成 , 其 中 包含 1 个 
a7 亚 基 , 理论 上 5 个 亚 基 都 可 以 作为 检测 对 象 , 但 
市 面 上 并 没有 用 于 针对 蜜蜂 nAChR 的 相应 抗体 ， 
通过 比较 蜜蜂 与 免疫 组 化 中 常用 乙酰 胆 碱 受 体 抗体 
来 源 动 物 的 同 源 性 高 低 ,， 蜜蜂 脑 中 的 a7 与 哺乳 动 
物 的 o7 约 有 40% 的 同 源 性 (Thany et al., 2005) 。 
预 实 验证 明 本 研究 所 使 用 的 是 抗 鼠 o7 抗体 ,可 以 
确切 显示 蜜蜂 脑 内 a7 的 分 布 ， 以 代表 蜜蜂 nAChR 
的 表达 和 分 布 , 最 终 确定 以 7 亚 基 作为 检测 对 和 象 。 
因此 , 本 实验 使 用 的 是 抗 鼠 o7 抗体 。 本 实验 观察 
到 的 蜜蜂 脑 组 织 抗 鼠 a7 抗体 免疫 组 织 化 学 染色 阳 
性 区 域 与 文献 报道 的 nAChR 在 蜜蜂 脑 内 的 分 布 基 
本 一 致 (Kreissl and Bicker，1989 ) 。 显示 a7 mRNA 
表达 的 原 位 杂交 染色 结果 表明 ，o%7 在 蜜蜂 的 晴 期 
没有 表达 ， 而 在 成 年 蜜蜂 有 表达 (Thany et al., 
2005) , 本 研究 所 取 的 脑 组 织 均 来 自 成 年 蜜蜂 ， 
此 , 抗 鼠 7 抗体 可 显示 成 年 蜜蜂 脑 内 a-Btx 敏感 
的 nAChR 的 表达 和 分 布 。 

本 研究 应 用 免疫 组 织 化 学 艾 光 染色 的 方法 , E 
要 观察 了 nAChR-a7 在 成 年 蜜蜂 脑 蘑菇 体 和 视 叶 的 
表达 分 布 情 况 以 及 杀 虫 剂 对 nAChR-a7 在 这 两 个 部 
位 的 分 布 和 表达 的 影响 。 我 们 的 结 末 显示 ， 
nAChR-o7 在 正常 成 年 密 蜂 脑 的 蘑 茹 体 和 视 叶 中 均 
有 分 布 ， 但 在 芯 菇 体 中 表达 和 分 布 相对 较 少 。 
Thany 等 (2005 ) 研究 表明 , 表达 在 蘑菇 体 细 胞 的 
nAChR 的 亚 基 主 要 为 2, a8 和 B1， 只 有 少量 的 细 
WA o7 亚 基 , 本 研究 结果 进一步 表明 蜜蜂 蔗 妇 体 
含 aq7 亚 基 的 nAChR 表达 相对 较 低 。 相 比 蘑 菇 体 ， 
本 研究 观察 到 nAChR-o7 在 视 叶 上 表达 相对 丰富 ， 
提示 蘑菇 体 和 视 叶 中 nAChR 组 成 的 亚 基 可 能 不 同 ， 


在 视 叶 中 nAChR 含 o7 亚 基 较 多 。nAChR 的 存在 ， 
再 次 证 实 蘑菇 体 和 视 叶 作为 昆虫 脑 的 高 级 中 板 和 多 
种 感觉 信息 的 整合 中 心 , 参与 调控 昆虫 学 习 和 记忆 
的 重要 性 。 由 于 nAChR 亚 基 组 分 的 不 同 将 导致 不 
同 亚 基 的 nAChR 受 体 与 乙酰 胆 碱 结合 后 产生 的 电 
生理 反应 不 同 (Dupuis et al., 2011) , 因此 , 本 文 的 
形态 学 的 结果 即 蘑菇 体 和 视 叶 nAChR 的 组 分 不 同 ， 
提示 nAChR 的 功能 在 这 个 部 位 将 存在 差异 。 

给 予 蜜 蜂 亚 致死 剂量 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 溴 所 
AS Pia] 1 d 2X 7 d 后, nAChR-o7 TEE Eo TEE T 
体 和 视 叶 的 表达 和 分 布 均 未 受到 影响 , 而 给 予 蜜蜂 
亚 致死 剂量 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 吡虫啉 饲 嘴 1 d 或 7d 
后 , nAChR-o7 在 蜜蜂 脑 内 视 叶 的 表达 受到 显著 抑 
制作 用 。 结 果 提 示 , 新 烟 碱 类 杀 上 忠 剂 吡虫啉 不 仅 对 
nAChR-o7 的 功能 有 影响 ,而且 对 其 表达 量 也 有 显 
著 抑 制作 用 , 这 是 新 烟 碱 类 杀 上 虫 剂 吡虫啉 作用 机 制 
的 新 发 现 。 

本 研究 给 予 蜜蜂 饲 喂 亚 致死 剂量 吡虫啉 1 d 和 
7 d, 蘑菇 体 nAChR-a7 的 平均 光 密 度 在 实验 组 和 正 
常 对 照 组 之 间 无 显著 差异 , 我 们 认为 主要 的 原因 可 
能 是 蘑菇 体 nAChR-a7 表达 不 丰富 ,形态 学 变化 的 
敏感 性 不 足以 观察 到 差异 ， 而 不 能 认为 吡虫啉 对 蘑 
茹 体 nAChR-o7 的 表达 量 没有 影响 ， 因 为 在 视 叶 ， 
饲 喂 亚 致死 剂量 吡虫啉 1d 和 7 d 后, nAChR-o7 的 
表达 量 显著 降低 。 

亚 致 死 剂量 省 氰 菊 酯 能 够 导致 蜜蜂 工蜂 的 嗅觉 
敏感 性 大 大 降低 ( 宋 怀 和 大 等 ,2011), 但 对 蜜蜂 工蜂 
脑 中 nAChR-o7 的 表达 量 并 没有 显著 影响 , 而 亚 致 
死 剂 量 吡 虫 啉 能 够 抑制 蜜蜂 工蜂 脑 , 尤其 是 视 叶 中 
的 nAChR-o7 的 表达 量 , 但 对 蜜蜂 工蜂 的 嗅 党 敏感 
性 没有 显 车 影响, 由 此 可 以 推测 ,蜜蜂 嗅觉 的 发 生 
过 程 与 nAChR-a7 并 没有 直接 关系 。 


致谢 ”本 研究 的 免疫 组 织 化 学 实验 在 第 二 军医 大 学 
神经 生物 教研 室 完 成 , 得 到 了 向 正 华 教授 的 指导 ， 
在 此 致谢 。 
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